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摘要 : 昆虫 体内 的 气味 降解 酶 (odorant degrading enzymes, ODEs) 能 够 降解 气味 分 子 , 使 嗅觉 受 体 免 受 持续 的 刺激 。 
栈 酶 作为 气味 降解 酶 类 的 一 种 , 在 昆虫 嗅觉 行为 过 程 中 发 挥 重 要 作用 。 本 研究 利用 RACE 技术 克隆 了 一 个 新 的 绿 
Ei VÉ Apolygus lucorum 酯 酶 基因 AluckST1 (GenBank 登录 号 : JQ715614 ) 。 序 列 分 析 结 果 表 明 ， 该 基因 全 长 1 810 
bp, 开放 阅读 框 为 1 713 bp, 编码 571 个 氨基 酸 。N- 未 端 草 水 区 包含 由 起 始 位 置 开 始 的 一 段 17 个 氨基 酸 的 信号 
肽 。 通 过 半 定 量 RT-PCR 和 Real-time qPCR 技术 解析 该 酯 酶 基因 在 不 同 组 织 的 表达 谱 。 结 果 发 现 , 该 酯 酶 基因 在 
绿 育 晴 的 触角 、 头 、 胸 、 腹 、 足 、 翅 等 部 位 中 均 有 表达 。 其 中 , AlucESTI 在 胸 腹部 中 表达 量 最 高 , 在 触角 中 也 大 
量 表达 。 据 此 推测 该 基因 在 气味 分 子 的 降解 中 起 重要 作用 ,同时 也 参与 绿 育 晴 体 内 的 多 种 代谢 调控 。 
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Cloning and expression profiling of the esterase gene A/ucEST1 in the 


green plant bug, Apolygus lucorum ( Hemiptera: Miridae) 
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Yuan (1. College of Life Sciences, Shanxi Normal University, Linfen, Shanxi 041004, China; 2. State 
Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese 
Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: Odorant degrading enzymes ( ODEs) can degrade the excess odor molecules so as to prevent 
olfactory receptors from the sustained stimulation. Esterase is a kind of odorant degrading enzyme, and 
plays an important role in the process of insect olfactory behavior. In this study, a novel putative ODE 
gene AlucESTI1 ( GenBank accession number: JQ715614) from the green plant bug, Apolygus lucorum 
was cloned by using rapid-amplification of cDNA ends ( RACE) technique. Sequence analysis showed 
that AlucESTI is 1 810 bp in length with the open reading frame of 1 713 bp, and encodes 571 amino 
acids. The N-terminal hydrophobic region contains a 17 amino acid signal peptide. Semi-quantitative RT- 
PCR and Real-time qPCR were conducted to explore the AlucEST1 expression in different tissues of A. 
lucorum. The results showed that AlucEST1 was expressed in various tissues including antennae, head, 
thorax, abdomen, legs and wings. AlucESTI had the highest expression level in thorax and abdomen, 
and was also abundantly expressed in the antennae. It is so inferred that the gene plays an important role 
in the degradation of odor molecules and is also involved in a variety of metabolic regulation in A. 
lucorum. 
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育 旺 种 群发 生 数 量 剧 增 , 由 杨 花 的 次 要 害虫 上 升 为 
主要 害虫 之 一 。 我 国 儿 大 棚 区 已 经 出 现 育 晴 危 害 加 
重 的 趋势 ,而 其 中 绿 育 晴 Lygus lucorum 已 成 为 我 国 
黄河 流域 、 长 江 流 域 棉 区 危害 最 严重 的 优势 种 群 
( Wu, 2007 ; Lu et al., 2007; bi zXES,2008) 。 H 
前 防治 育 晴 主要 征 化 学 农药 ， 这 不 仅 容 易 导 致 育 晴 
抗 药性 的 产生 , 而且 对 环境 造成 了 巨大 的 污染 和 破 
坏 , 这 就 使 得 开发 绿色 环境 友好 型 防治 绿 育 晴 的 新 
方法 和 新 技术 显得 尤为 重要 。 当 前 通过 调控 绿 育 晴 
的 嗅觉 行为 对 其 进行 有 效 防 治 无 疑 是 一 个 很 好 的 
选择 。 

酯 酶 作为 气味 降解 酶 类 的 一 种 , TEES LR EIT 
为 过 程 中 发 挥 重 要 作用 。 昆 虫 体 内 的 气味 降解 酶 
( odorant degrading enzymes, ODEs) 能 够 降解 气味 分 
T, 使 嗅觉 受 体 免 受 持续 的 刺激 并 保证 完成 嗅觉 识 
别 过 程 。Vogt 和 Riddiford (1981) 首先 报道 在 多 音 
AIR Antheraea polyphemus 触角 中 存在 一 种 酯 酶 ， 
这 种 酯 酶 能 够 降解 多 音 天 看 蛾 性 外 激素 中 的 乙酸 酯 
组 分 , 并 且 在 雄 蛾 触角 中 特异 性 表达 。Ishida 和 
Leal(2002) 从 多 首 天 看 蛾 中 克隆 了 一 个 外 皮 酯 酶 ， 
分 布 于 触角 和 足 中 并 参与 气味 降解 。Maibeche- 
Coisne 等 (2004 ) JH SE Tg iR Mamestra brassicae P Ti 
隆 出 一 个 酯 酶 基因 , 38 SERRE MMMERA XR RR 
酶 的 结构 特征 , 具有 催化 三 联 体 , 并 且 特 异性 地 存 
TET BEPECOHUE TERRAS P, 也 在 雄性 的 嗓 中 特异 性 
表达 , 推测 其 在 气味 降解 中 起 作用 。Vogt(2005 ) 发 
现 部 分 具有 水 解 活性 的 w- 酯 酶 和 B- 酯 酶 能 降解 性 
言 息 素 和 其 他 外 源 气味 分 子 , 并 发 现 基 因 在 昆虫 触 
角 中 表达 。 随 后 Ishida 和 Leal(2005 ) 从 分 子 水 平 上 
鉴定 了 该 酯 酶 , 并 发 现 此 酶 能 以 比 之 前 预期 更 快 的 
速度 使 信息 素 失 活 。Merlin 等 (2007 ) 报道 海 灰 翅 夜 
Jf Spodoptera littoralis 体内 的 两 种 酯 酶 参与 醋酸 盐 
化 合 物 作为 信息 素 化 合 物 的 下 降 过 程 , 并 且 利 用 
Northern-blot 和 原 位 杂交 的 手段 进行 了 精确 定位 。 
Durand 等 (2010b) 首 次 在 海 灰 翅 夜 蛾 成 虫 触角 中 发 
现 并 且 鉴 定 了 送 酸 酯 酶 SICXE10 对 植物 绿叶 气味 
物质 具有 代谢 作用 , 并 对 触角 中 表达 的 羧 酸 酯 酶 功 
能 进行 了 初步 的 鉴定 。 在 昆虫 的 抗 药性 方面 ,对 于 
酯 酶 的 研究 也 比较 深入 。Wirth 等 (1990 ) 在 对 有 机 
BER E F A Æ pi tE R E i E JEN Culex 
quinquefasciatus WA PEM, 昆虫 对 杀 虫 剂 产生 抗 
性 时 浅 酸 酯 酶 基因 的 表达 过 量 ,， JP HORERBANSBU TS 
力 越 高 抗 性 也 越 强 。2004 ^E, JE B] c rx EE A 
Lygus pratensis 中 元 隆 到 一 个 酶 酶 基因 , 该 基因 在 对 


杀 虫 剂 产 生 抗 药性 的 种 群 中 表达 水 平 更 高 (Zhu et 
al., 2004) 。 羧 酸 酯 酶 是 昆虫 体内 的 重要 解毒 酶 系 ， 
它们 在 昆虫 的 抗 药性 过 程 中 扮演 了 重要 角色 ， 而 且 
能 够 使 昆虫 免 受 来 自 植 物 次 生物 质 的 毒害 ( 张 起 
等 , 2008 ) 。 

在 前 期 构建 绿 育 晴 触 角 cDNA 文库 的 基础 上 ， 
针对 其 中 一 条 酯 酶 基因 片段 采用 RACE 技术 克隆 了 
一 个 新 的 绿 育 晴 酯 酶 基因 AlucESTI (GenBank 登录 
号 ; JQ715614), 并 通过 RT-PCR 半 定 量 和 Real- 
time qPCR 技术 解析 了 该 酯 酶 基因 在 不 同 组 织 的 表 
达 谱 , 以 期 为 明确 酯 酶 基因 AlucESTY TES B M UR 
党 通讯 过 程 中 的 功能 提供 依据 。 


1 材料 和 方法 


1.1 WAER 

绿 育 晴 采集 于 中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 
廊坊 科研 中 试 基地 (河北 廊坊 ) 。 室 内 饲养 方法 参 
照 Lu 等 (2007) , 采用 新 鲜 的 甜 玉 米 在 保鲜 盒 内 人 饲 
喂 绿 盲 晴 ， 饲 养 环境 温度 25%C -28'C, ， 相 对 湿度 
60% ~70% , 光 周 期 16L: 8D, 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 使 用 Trizol, DNase I, SuperScript 
亚 第 一 链 cDNA 合成 系统 购 于 Invitrogen, 
SMARTer" RACE 试剂 盒 、Premix Ex Taq, DNA 
Marker DL2000、 腕 回收 试剂 盒 均 购 于 TaKaRa。 其 
余 均 为 国产 或 进口 分 析 纯 试剂 。 
1.3 RNA 的 提取 

B HS 2 日 龄 成 虫 10 头 , 用 液 须 研磨 后 , 采 
用 Trizol 试剂 盒 进 行 总 RNA 提取 , 所 有 操作 均 按照 
试剂 盒 说 明 书 执行 。 将 获得 的 RNA KF 50 pL 
RNA-free DEPC 水 中 , 置 于 -80C 保 存 备 用 。 
1.4 cDNA 的 合成 

分 别 将 2 pL 总 RNA, 1 pL Oligo(dT)»%, 1 nL 
dNTPs Mix 和 6 uL DEPC-H,0 混 义 于 PCR 管 中 , 稍 
适 离心 ，65 忌 水浴 5 min, 然后 冰 上 终止 反应 2 
min, Æ$ m PCR 管 中 依 次 加 入 2 pL 10 x RT 
Buffer, 4 uL 25 mmol /L MgCl,, 2 nL 0. 1 mol /L 
DTT, 1 uL RNase OUT Recombinant RNase Inhibitor 
和 1 uL SuperScript Reverse Transcriptase， 稍 适 离 
心 ， 充 分 混 勺 , S0% 温浴 S0 min 后 85C 318 5 min, 
随后 冰 上 终止 反应 2 min 稍 适 离心 , 加 1 pL RNase 
H F 37C 20 min, -20C 保存 或 直接 用 于 下 一 
步 PCR 扩 增 。 
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1.5 RACE 扩 增 

分 别 取 2.75 pL RNA 和 1.0 uL 5'-CDS Primer 
A 到 一 文 离心 管内 , 男 取 3.75 pL RNA 和 1.0 uL 
3'-CDS Primer A 加 入 到 另 一 文 离心 管 中 。 两 文 离 
心 管 置 于 72% 温浴 3 min, 42% 温浴 2 min 后 14 000 
r/min 离心 10 s, {Xm 5' ready cDNA 中 加 入 1 pL 
SMARTer IIA oligo。 然 后 同 两 管 中 都 加 入 事先 配 好 
的 2 uL 5 x First-Strand Buffer, 1 uL DTT (20 mmol/ 
L). 1 uL dNTPs Mix (10 mmol/L), 0.25 uL RNase 
Inhibitor (40 U/&L) , 1 uL SMARTScribe"" Reverse 
Transcriptase (100 U) 混合 液 并 充分 混 义 ,混合 后 的 
总 体积 为 10 pLo 42*C Ji 90 min, 然后 72C 反 应 
10 min。 随 后 用 Tricine-EDTA 稀释 反应 产物 。 将 制 
备 好 的 5'-RACE cDNA 和 3'-RACE cDNA Ji 入 
-20€ 的 冰箱 保存 备用 。 采 用 Primer Premier 5. 0 
软件 , 根据 已 知 的 序列 分 别 设计 5' 端 特异 性 引物 
GSP1 ( 5'-GAGTCCCATCCGGGAGATCTGCAGG-3') 
fü 3'»w 4; 5E TES| 9g GSP2 ( 5'-CCACGTICTGGA- 
GTACAATGACGTCATGG-3') 。 

V 5' RACEready cDNA 和 3' RACEready cDNA 
为 模板 ， 以 基因 特异 性 引物 和 Universal Primer A 
Mix( UPM) 为 上 下 游 引 物 , 分 别 进 行 5'RACE 和 3 
RACE 的 扩 增 。PCR 反应 体系 为 PCR-Grade Water 
34.5 uL, 10 x Advantage 2 PCR Buffer 5 uL, dNTPs 
Mix 1 uL, 50 x Advantage 2 Polymerase Mix 1 uL, 
5'-RACE-Ready cDNA 2. 5 uL, UPM(10 x) 5 uL, 
GSP(10 umol/L)1 uL, PCR 反应 条 件 : 95C 2 min, 
94*?C 30 s, 72%C 3 min TT 5 个 循环 ; 94% 30 s, 70% 
30 s, 72C 3 min if 5 个 循环 ; 94% 30 s, 68C 
30 s, 72C 3 min 共计 30 个 循环 。 扩 增产 物 用 
1. 296 BER WERE: E UK ETT TU. PCR 扩 增 产物 
利用 Axygen 琼脂 糖 凝 胶 DNA 纯化 试剂 盒 回 收 ， 回 
收 的 DNA 片段 与 pGEM-Teasy 载体 连接 ( 按 试剂 盒 
说 明 操 作 ) ,进行 TA 克隆 。 重 组 克隆 载体 pGEM/ 
EST 转化 到 DH5o 感受 态 细胞 中 , 然后 涂 布 在 含有 
Ampicillin/X-gal/IPTG 的 LB 平板 上 ,37C 倒置 培 
F15 h Zu APER ea. 挑 取 7 个 阳性 克隆 在 LB 
液体 中 ( 含 Amp) 培 养 过 夜 。 
1.6 序列 分 析 

将 验证 正确 的 重组 质粒 送 华 大 公司 进行 测序 ， 
利用 生物 信息 学 方法 对 测序 结果 进行 分 析 。 序 列 相 
似 性 搜索 使 用 BLAST( http://www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ BLAST/) 工具 ;核酸 序列 的 基本 理化 性 状 分 析 
预测 软件 用 (http://www. expasy. ch/cgi-bin/pi _ 


tool); NCBI 的 GenBank 序列 提交 软件 使 用 
SEQUIN (4.50) ; 序列 比 对 软件 使 用 DNAMAN; 进 
化 树 构建 使 用 MEGA 4.0 软件 。 
1.7” 半 定量 RT-PCR 检测 绿 言 里 不 同 组 织 中 
ESTI 基因 表达 

利用 Trizol 分 别提 取 绿 育 晴 不 同 组 织 ( 触 角 、 
$. M E Æ W) 总 RNA， 除 去 残留 的 基因 组 
DNA。 按 照 说 明 书 采用 Invitrogen 的 SuperScript 33i 
转录 合成 系统 合成 第 一 链 cDNA。3 次 生物 学 重复 。 
在 半 定 量 检测 AlucESTI 基因 表达 中 ,以 200 ng 的 
cDNA 为 模板 , 加 入 10 x ExTaq Buffer ( 含 Mg *)5 
uL , 基因 正 反 问 引 物 各 1 uL: 

AlucESTI-F, : 

5'-ATTCAACCAAGCGTTGCACGAGA-3'; 

AlucESTI-R, : 

5'-AGTCTGGGAGGCCTGATTTCACTGT-3', 

内 参 基 因 正 同和 反问 引物 各 1 uL: 

GADPH-F, : 

5'-ATGTCCAAAATCGGGATCAATGG-3'; 

GADPH-R, : 

5'-TCAGTGTACCCCAAGATTCCCTTG-3'; 

Tub-F, : 

5'-ATGGAACGTCTCTCGGTGGATT-3'; 

Tub-R, : 

S'-TACATCAAGTCGATTATGTTCAGTCTTG-3', 
1.8 Real-time qPCR XE & f J| Z& Ej && As [n] 28 Z8 rh 
ESTI 基因 表达 

用 于 Real-time qPCR 的 cDNA 模板 同 RT-PCR, 
采用 SYBR Green 相对 定量 法 对 绿 育 晴 ESTIL 在 不 
同 组 织 中 的 表达 量 进行 测定 。 内 参 基 因为 绿 育 晴 
GADPH 基因 和 Tub 基因。 根据 测序 结果 用 Primer 
Express 3. O( Applied Biosystems, Carlsbad, CA) 软件 
设计 引物 , 序列 如 下 : 

AlucESTI -F, : 

5'-CCAAGAAACCCCGTGAGAAA-3'; 

AlucESTI -R, : 

5'-TGGTCTGTCTCTCAAGCACTCAA-3'; 

GADPH-F, : 

5'-CGAGTTCCTGTCCCTAATGTTTC-3'; 

GADPH-R,: 5'-GCCTCCTTCACCTTCTGCTT-3'; 

Tub-F,: 5 '-GCGACCAACATACACCAACCT-3'; 

Tub-R, : 5'-CCACATTCAGGGCACCATC-3', 

上 述 设计 好 的 引物 在 华 大 基因 合成 。 起 始 模板 
为 上 述 合成 好 的 不 同 组 织 的 DNA, 模板 量 均 为 


9 期 沈 ” 忱 等 : 绿 育 晴 酯 酶 基因 AIucESTY 的 克隆 及 表达 谱 分 析 1017 


200 ng, Real-time qPCR 采用 25 uL 反应 体系 , 包括 
Premix Ex Taq 10 pL(TaKaRa), 正 反问 引物 (10 
mol /L) 各 0.5 uL, Reference Dye Il 0.5 uL, 模板 
cDNA 1 uL, 无 菌 水 7.5 pL 反应 条 件 为 94C 预 变 
PE 10 s; 95*C 20 s, 60C 34 s, 40 个 和 人 循环。 空白 对 
照 模板 以 水 代替 。cDNA 所 有 样品 均 重 复 3 次 。 
Real-time PCR 仪 为 ABI Prism 7500 Fast Detection 
System( Applied Biosystems) 反应 结束 后 采集 目标 基 
因 的 Ct 值 和 两 个 内 参 基 因 的 Ct 平均 值 , RII 277^ 
相对 定量 法 (Livak and Schmittgen, 2001) 计算 目标 
基因 在 不 同 组 织 表达 量 差异 。 不 同 组 织 间 以 目标 基 
在 触角 中 的 表达 量 为 标准 参量 (calibrator) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 REH ESTI 基因 序列 的 克隆 及 分 析 

前 期 已 构建 的 绿 育 旦 触角 cDNA 文库 中 鉴定 到 
一 条 酯 酶 基因 序列 片段 长 1 100 bp, 通过 5'RACE 
PCR, 以 UPM 为 上 游 引 物 GSP1 A FSI B Jo v 
隆 出 酯 酶 基因 的 $" 端 。 随 后 通过 3' RACE 以 GSP2 
为 上 游 引 物 ，UPM Jy Fut SI va E th PR REA DX] BJ 
3' 端 。 序 列 拼接 后 得 到 该 基因 全 长 为 1 810 bp, JF 
放 阅 读 框 为 1 713 bp。 推 导 编 码 氨基 酸 序列 长 度 为 
571。 预 测 重 日 分 子 量 为 分 子 量 63.44 kDa, SHA 
为 5.99。 预 测 N- 末 端 玖 水 区 包含 由 起 始 位 置 开始 
的 一 段 17 个 氨基 酸 的 信号 肽 。 此 基因 命名 为 
AlucEST1 ( K| 1), GenBank 登录 号 为 JQ715614。 
2.2 酯 酶 基因 亲缘 关系 分 析 

利用 NCBI 网 站 BLAST 与 绿 育 晴 酷 酶 基因 
AlucESTY 杀 缘 关系 较 近 的 酯 酶 基因 ， 以 及 已 发 表 的 
与 气味 降解 作用 相关 的 酶 类 基因 序列 。 将 
AlucESTY 与 其 他 已 发 表 的 酯 酶 基因 及 和 和 气味 降解 
有 关 的 基因 进行 比 对 , 应 用 MEGAS. 0 对 包括 绿 盲 
晴 酯 酶 基因 在 内 的 20 种 不 同 种 类 的 昆虫 相关 酷 酶 
进行 系统 发 育 进 化 树 的 构建 (图 2)。 
2.3 ”AlucEST1 基因 转录 表达 谱 分 析 

利用 半 定 量 RT-PCR 技术 分 析 绿 育 晴 酯 酶 基因 
在 成 虫 不 同 组 织 之 间 的 表达 差异 ， 结 末 表 明 ， 
AlucESTA 基因 在 成 虫 不 同 组 织 中 均 有 表达 (图 3)。 

为 了 验证 RT-PCR 的 结果 , 同时 更 加 精确 地 解 
HESE AIucESTI 的 时 空 表 达 。 本 人 研究 利用 Real- 
time qPCR 方法 对 AlucEST1 在 成 虫 不 同 组 织 的 表达 
量 进行 了 定量 测定 。 结 果 表 明 , 该 基因 在 绿 育 晴 成 


虫 的 各 个 部 位 中 均 有 表达 , 且 主 要 在 触角 、 胸 部 和 
腹部 中 表达 。 这 和 半 和 定量 络 末 一 致 。 以 目的 基因 在 
触角 中 的 表达 量 为 标准 参量 ,AluckST1 基因 在 触 
角 、 头 、 胸 、 腹 、 足 、 翅 中 的 表达 水 平分 别 占 整体 表 
达 量 的 16.5% , 9% , 3496 , 20. 596 , 12% 和 8% (图 
4). 


3 讨论 


本 研究 首次 以 绿 育 晴 为 研究 对 象 , 3B IE t Deo 
Ei ff cDNA 文库 并 结合 SMARTer RACE 技术 
首次 殉 隆 了 一 个 绿 言 晴 酯 酶 基因 AlucEST1, 得 到 基 
因 全 长 序列 。 序 列 分 析 发 现 AlucESTIY Ja T Ws de 
大 家 族 , 进化 树 分 析 表 明 , AIucESTY 与 同属 于 半 
翅 目 的 关 国 牧草 育 晴 酯 酶 基因 亲缘 关系 最 近 , 这 表 
明 这 两 个 基因 可 能 来 源 于 共同 的 祖先 并 有 旦 可 能 具有 
相似 的 功能 。 半 国 牧草 育 晴 酯 酶 基因 与 昆虫 抗 药性 
具有 一 定 的 相关 性 。 研 究 发 现 抗 马 拉 硫 磷 的 牧草 育 
晴 的 酯 酶 活性 更 强 (Zhu et al., 2004). 5 9b, 与 其 
同 处 于 一 个 大 分 文 下 的 还 有 和 斜纹 夜 娥 触角 酯 酶 、 多 
音 天 看 蛾 外 皮 酯 酶 、 海 灰 运 夜 蛾 羧 酸 酯 酶 、 甘 蓝 夜 
蛾 触角 酯 酶 等 已 知 与 气味 降解 功能 相关 的 基因 
( Durand et al., 2010a) 。AluckEST1 与 这 些 基因 同 源 
性 较 高 ,可 能 具有 与 气味 降解 相关 的 作用 。 由 此 推 
测 该 基因 可 能 参与 包括 抗 药性 及 气味 识别 相关 的 多 
种 行为 过 程 。 

大 量 的 研究 表明 , 昆虫 酯 酶 的 功能 主要 有 两 方 
面 : 一 方面 参与 介 导 化 学 信号 的 失 活 、 气 味 的 降解 
作用 (Vogt and Riddiford, 1981), ， 另 一 方面 重要 的 
作用 就 是 与 昆虫 对 杀 虫 剂 的 抗 性 有 关 的 作用 (Zhu 
et al., 2004)。 昆 忠 的 蝇 觉 反应 包括 一 系列 连续 的 
反应 : 包括 气味 分 子 的 结合 , UIT TERI EL 
液 内 的 运输 , 气味 分 子 与 受 体 的 结合 , 信号 的 转 
化 , 传导 与 终止 ( 王 桂 末 等 , 2004)。 其 中 , 信号 的 
终止 在 嗅觉 反应 中 起 着 非常 重要 的 作用 , 不 仅 避 免 
了 了 哩 觉 希 官 受到 连续 的 化 学 刺激 同时 还 减 小 了 信和 号 
饱和 性 的 干扰 (Wybcrynski et al., 1989) 。 

通过 半 和 定量 RT-PCR 和 Real-time qPCR 技术 解 
析 了 该 酯 酶 基因 在 不 同 组 织 的 表达 谱 。 结 果 表 明 ， 
AlucEST1 在 绿 育 晴 的 触角 、 头 、 胸 、 腹 、 足 、 运 各 部 
位 都 有 表达 , 其 中 在 触角 、 胸 部 和 腹部 的 表达 量 最 
高 ,推测 该 基因 可 能 参与 绿 育 晴 体 内 的 多 种 代谢 活 
动 ， 如 有 毒化 学 物质 和 气味 分 子 的 降解 。 
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atg ggg agt tta atc ctg agc agt ctg cag cgg ggt taa cga act cga aag ATG CTG TTG 
M L L 
GCG GTC GTC TGG ACC GTC GTC GCC GCT GTC GCG GTC GTC GCT GAG CAG CCG GAA GTC GTG 
A V V W T V V A A V AV V A E QP E V V 
ACG ACT TTG GGG ACG ATC AAG GGG TCG ACG ATG GAG TCG CTG AAC GGC AGA ACG ATC TTC 
T T L G T I KGS T M E S L NG R T I F 
GCT TTT GAA GGG GTT CCC TAC GCC AAG CCG CCG ATC GGG AAA CAC CGG TTC AAG CAA TCT 
A EF E G V P Y A KP P I G K HR E K Q S 
GTA CCT GGC ACA GCA TGG GCA GGT GTT CTC AAC GCC ACG AGG ATC CCC AAC ATG TGC ATG 
V P G T A WA G V L N A T R I P NM CM 
CAG CTT CCC AAC CAG ATG ACG CTT AAA GAC TTC CCA CTT GAC GTC GCC GGG TCT GAA GAC 
Q L PN Qù M T LK DEP L B V A G E E D 


TGC TTG TAC ATG AAC ATT TAT ACC ACA AAG C CCLGCA GAT CTC CCG GAT GGG ACT CTA 


GSP1 
c L YMN I Y T TÉ L P A D L P D G T Lh 
CAT GAC GTC ATC GTT CAC ATC CAC GGT GGA GAT TTT CAA GTC ATG TCG GGC GAC CTC TGG 
H D V I V H I H G GD E QV M S G DLW 


GGT CCG AGA CAT CTC CTC GAC AGG GAC TTC GTC TAC GTC AAC TTC AAC TAC CGC ATG GGA 
G P R H L L DR D F VY V N FN Y R M G 
GTG CTG GGT TTC CTA AGT TTA GAC GAT AAA ACT TGC CCA GGG AAT AAC GGA CTC AAA GAC 
V LS F L 3 Lk D B K T Cr. N N GO Lh E D 
CAG AAT TTG GCA TTG AAG TGG ATC AAC AAG CAC ATA GCT GCT TTC GGC GGA AAC CCC AAC 
Q NL A L K WI N K H I A A F G G NP N 
AGC ATA ACC ATA ACC GGA ATT TCC GCT GGA GGT GCC AGT GTC CAC TAT CAT CTA CTT TCG 
S I T I T G I $ AG G A $ V H Y HL L £ 
CCA CTC AGT AAA GGC CTC TTC CAC AAA GCG ATC GCA AAC AGC GGA GCA GTG CTG AAC CCC 
P LS Kk G L F H K AI A N S GA V LN P 
TGG GCT CTG ACC AAG AAA CCC CGT GAG AAA GCT CTG GTG ATC GCC AAC GCC GTA GGA TGT 
W A LT K K P R E K A LV I A N A VG C 
GCT TCE AAC GAC TCG ATC CTE ATC CTT GAG TGC TTG ACA GAC AGA CCA GOG GAA CAG TTG 
A 5 Wok €. d Lo lo ho E Co Lh A DBDoE P X4 EO E 
GTC TTG TCC GCG AAA TTG CTA GAG GCA TGG GCA GGA CTG CCA ATC GAC ACT ATT GGG CCA 
V L S A X L L E 4 W À G Lb P I DT I 6G P 
ATA GTC GAA CAA CCG AGT GCC AAC GCC TTC ATC GAC CAG CAA CCT ATT GAT ATA ATC AAG 
| Y EQPS A&N A F I B Q QP 1 D IIK 
TCC AGA ACA GTC AAC GAT GTG CCA ATC ATA TTC TCC TAC ACT AAC GAC GAA GGC TCC ATC 
ES &X T V N D VP l1 I EF YT N D E G $ 1 


TTC GTG ATG AGG GTT CTC ATG GAA GAA AAA TTC AAC CAA GCG TTG CAC GAG AGA TGG AAT 
F V M R V LM EEKE N Q) A L H E RW N 
GAC TTG GTG CCC CAC GTT CTG GAG TAC AAT GAC GTC ATG GAC CCT TCG CAT GCA GCT GAA 
GSP2 
D L V PH V L E X N DV M. B P SH A A E 
ATT GCG TCT GAA ATA CAG AAG TAC TAT TTG GGG GAC AGA AAA TTC ATG GAA GCT CTG CCA 


I A S E I Q EK Y Y L G DR EK F M EA L P 
GAC TTC GTC AGA AGT GTA AGC GAG CGT TAC TTC GAT AAT GGC ATC CAA GAA GCA GCA ATG 
D F V R S V S ERY FD N G I Q E A A M 


CIC CAC GCG CAG TACCAG GCT TCTCCA GTC TAT GCC TAC AGG TTT TCC TAC GCT GEOG .GAG 
L H A Q Y QA S PV Y A Y R F S YA G E 
AAA GGG TTT AAC CCT TTC AAC GAC ATG TTC AAG AAA ATC TAT AAA GGC AAA GCT CCT CAT 


K G F NPF N D M FK K I Y K G K APH 
GGC TAC GAC GGT CCT TTC TAT TAC TCC ATG GGA CCT CTT TGG GTT CCG CCA ATC CAA AAC 
G Y D G P EY Y S M ¢G PL W VP P I Q N 


TTC CCT GAA GCA CTT AGA ATG TCA AAA ACC ATG ATC GAC TAC TGG GAG AGC TTC ATC AAA 
F P E A L R MS KTM I D YW E S F I K 
GGG ACA CCC GTA GCG GCA TGG TCA ACA GTG AAA TCA GGC CTC CCA GAC TGG CAC TTC CTC 
G T P V A AW S I V K S GL P DW H F L 
GAC ATC GTG GGA CCA GAA ACT TCA GGA AAC GTA TTC AAA ACG GAA AAG ACG TTA TCC CTC 
D I Y G P E TS G&G N V RE EK T E K T. LSL 

AAC TTC TGG AAC GGA CTG AAC CTC AAG GAG AAT TCA TTG GAA AGA ATG AAA TTT AGT CAG 
N F W NG L N L K E N SL E RM KEF SQ 
CCT CCT GTT CAC AAC GAA TTG TGA ata aaa gcc ttt ttc taa aaa aaa aaa aaa aaa aaa 

P P V HN E L * 


aaa aaa aaa a 


图 1 绿 育 晴 AucEST 核 车 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of AlucEST] in Apolygus lucorum 


图 中 阴影 部 分 分 别 为 CSP1 和 GSP2, GSP1 and GSP2 are shaded in the figure. 
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昆虫 的 代谢 抗 性 是 昆虫 的 主要 解毒 机 制 , CA 海 涛 等 , 2010) 。 目 前 在 国内 外 的 研究 中 , 对 于 气 
研究 表明 , 与 杀 虫 剂 代谢 相关 的 解毒 酶 的 解毒 能 力 — 味 降解 酶 的 鉴定 尚 无 统一 的 标准 。 气 味 降解 酶 所 包 


增强 是 昆虫 对 杀 虫 剂 产 生 抗 性 的 主要 原因 之 一 ( 刘 


含 的 种 类 多 且 在 各 个 昆虫 体内 的 作用 复杂 , 存在 广 
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图 2 昆虫 酯 酶 系统 发 育 进化 树 
Fig. 2 Phylogenetic tree of 21 esterases in distinct insect orders based on amino acid sequences 

酯 酶 及 GenBank 登录 号 Esterases and their GenBank accession numbers; Spodoptera littoralis antennal esterase; Y5 JK B x gk fih £f ia i ( FJ652453 ) ; 
Spodoptera litura CarE : FAA NE HQII6556) ; Spodoptera exigua CarE : fH 3e d 9 X NS (HQ116560) ; Antheraea polyphemus PDE: 多 
TIGER E EE BI AYS66481) ; Tribolium castaneum esterase; 赤 拟 谷 盗 酯 酶 ( NM001170626) ; Tribolium castaneum PDE: 赤 拟 谷 盗 属 信息 
素 降解 酶 (XM965803 ; Athalia rosae juvenile hormone esterase; 菜 叶 蜂 保 幼 激 素 酯 酶 (AB208650 ) ; Apis mellifera juvenile hormone esterase: 意 大 
PRE 24. 8 P S (NM 001011563) ; Nasonia vitripennis CarE:; WN Hag E 4 vx X ES p NE (NMO01172495 ) ; AlucESTI ; £2 Ej Y Mh Mi 
(JQ715614) ; Lygus lineolaris esterase: 牧草 育 晴 酯 酶 (AY538666); Antheraea polyphemus esterase: L È RARAN Haha (AY091504); Mamestra 
brassicae antennal esterase: H' Vx R fih ££ i (AY390258) ; Spodoptera littoralis esterase; 1&5 JK AR R fa ff Pa i$ ( DQ680828) ; Antheraea polyphemus 
ODE: LÈ X LK KE f iy (AY091503. 1) ; Spodoptera littoralis antennal esterase CXEI0 ; Y$ JK tl p IR fih fA Ba E ( FJ652453) ; Bombyx mori 
aldehyde oxidase: KÆR SUE NMO01110342) ; Phyllopertha diversa cytochrome P450 ; 庭园 丽 金 多 P450 ( AY605088 ) ; Phyllopertha diversa PDE ; 
庭园 丽 金色 信息 素 降 解 酶 (AAXS8711 ) ; Helicoverpa armigera GST; 棉铃 虫 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (AY05S8242 ) . 


泛 和 多 功能 等 特点 都 为 研究 带 来 困难 。 已 报道 的 具 
有 降解 作用 的 酶 类 在 鳝 翅 目 、 膜 地 目的 发 现 较 多 ， 
而 在 半 志 目 昆虫 中 报道 较 少 。 由 此 推 基 ,在 绿 育 晴 
体内 ,该 酯 酶 基因 可 能 是 重要 的 解毒 酶 基因 之 一 ， 
参与 昆虫 体内 的 解毒 代谢 ,并 且 极 有 可 能 与 昆虫 的 
抗 药 性 有 关 。 同 时 , 该 基因 在 绿 育 星 触 角 中 也 有 大 
量 表达 , 说 明 该 基因 可 能 与 噢 党 机 制 相关 ， 可 能 参 
与 了 气味 分 子 的 降解 过 程 , 在 昆虫 的 嗅 党 通讯 行 ， 


中 发 挥 重 要 作用 。 有 研究 表明 昆虫 嗅觉 系统 中 也 存 
在 大 量 的 解毒 酶 , 从 而 维持 嗅 党 的 正 稼 生理 功能 
CAME, 2011) 。 实 际 上 , 昆虫 气味 分 子 均 属 于 化 
学 小 分 子 , 在 茶 种 程度 上 也 可 视 作 农药 成 分 , 所 以 
AlucEST| 在 绿 育 晴 体内 的 功能 与 抗 药性 相关 也 不 
ENF. KAR NWR ERRER, TIR 
分 子 的 降解 以 及 信号 的 失 活 提供 重要 的 参考 依据 。 
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GAPDH 








图 3 RT-PCR 分 析 绿 盲 晴 不 同 组织 中 AlucESTI. 基因 表达 谱 
Fig. 3 Expression analysis of AlucEST] in different tissues of 
Apolygus lucorum by RT-PCR 
M; DI2000; 1: 触角 Antenna; 2: 3k Head; 3; Hy Thorax; 4; 腹 

Abdomen; 5: /É Legs; 6; XH Wings. 
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图 4 绿 育 晴 酯 酶 基因 在 各 组 织 中 的 表达 水 平 
Fig. 4 Expression levels of AlucESTI1 in various tissues of 
Apolygus lucorum 
1: 触角 Antenna; 2; 3k Head; 3: 胸 Thorax; 4: 腹 Abdomen; 5; Æ 
Legs; 6; W Wings. 图 中 数值 为 3 UOERINJSTH x bU. Values 


are mean + SE of three replications. 
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